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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Antecedentes y objetivo: El alcohol y sus metabolitos tienen un papel importante en la carcinogénesis,
Recibido el 27 de julio de 2016 pudiendo estar este efecto modulado por polimorfismos en genes que codifican enzimas participantes en

Aceptado el 14 de diciembre de 2016

) el metabolismo de alcohol y folato. Por ello, analizamos el efecto que podria tener el consumo de alcohol
On-line el 22 de febrero de 2017

y los polimorfismos ADH1B Arg48His, ADH1B Arg370Cys, ADH1C lle349Val, ALDH2 Glu540Lys, CYP2E1
Rsal, CYP2E1 Dral, CYP2E1 Taql y MTHFR C677T en el riesgo de cancer de pulmon.

Pacientes y método: Se incluyeron 876 casos de cancer de pulmén y 840 controles del estudio caso-
control de base hospitalaria CAPUA. El genotipado de los SNP se realiz6 mediante la tecnologia Sequenom
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Polimorfismos MassArray (iPLEX GOLD).
Acetaldehido Resultados: Un consumo de alcohol de 0,1-9,9g/dia disminuye el riesgo de cancer de pulmén
Folato (ORyjustada =0,71; IC95% 0,48-1,05), aunque no se alcanza la significacion estadistica. Un consumo de alco-

hol > 30 g/dia y de tabaco > 36 paquetes/afio aumenta el riesgo de cancer de pulmén (OR;jystada = 26,68;
IC 95% 12,69-56,10). Por otro lado, un consumo elevado de verduras (>116,65g/dia) o de frutas
(>233,13 g/dia) disminuye el riesgo de cancer de pulmén con un consumo de alcohol de 0,1-9,9 g/dia
(ORgjustada =0,52; IC 95% 0,30-0,89; ORjystada =0,58; 1C 95% 0,33-1,03, respectivamente). Un consumo de
alcohol de 10-29,9 g/dia en individuos portadores del alelo ADH1B 48His aumenta el riesgo de cancer de
pulmoén (ORjustada =3,32; IC 95% 1,03-10,70).
Conclusiones: El alcohol y polimorfismos en genes que participan en el metabolismo del alcohol y del
folato estan relacionados con el cancer de pulmoén.
© 2017 Los Autores. Publicado por Elsevier Espafia, S.L.U. Este es un articulo Open Access bajo la
licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Effect of alcohol and its metabolites in lung cancer: CAPUA study

ABSTRACT

Keywords: Background and objective: Alcohol and its metabolites play an important role in carcinogenesis. This
Alcohol effect could be modulated by polymorphisms in genes encoding enzymes involved in the metabolism of
Lung cancer alcohol and folate. Therefore, we analyzed the effect of alcohol consumption and ADH1B Arg48His, ADH1B
Polymorphisms Arg370Cys, ADH1C lle349Val, ALDH2 Glu540Lys, CYP2E1 Rsal, CYP2E1 Dral, CYP2E1 Taql and MTHFR C677T

Acetaldehyde

Folate polymorphisms on the risk of developing lung cancer.

Patients and methods: We included 876 lung cancer cases and 840 controls of the CAPUA hospital-based
case-control study. Genotyping was performed using the Sequenom MassArray (iPLEX GOLD) technology.
Results: Analcohol consumption of 0.1-9.9 g/day decreased lung cancer risk (ORgjusted =0.71; 95% C10.48-
1.05), although statistical significance was not achieved. A consumption > 30 g/day of alcohol and > 36 PY
of tobacco increases lung cancer risk (OR,gjusted = 26.68; 95% CI 12.69-56.10). On the other hand, a high
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consumption of vegetables (> 116.65 g/day) and fruits (>233.13 g/day) decreases lung cancer risk with
an alcohol consumption of 0.1-9.9 g/day (ORgjustea =0.52; 95% C1 0.30-0.89; OR,gjusted =0.58; 95% C10.33-
1.03, respectively). An alcohol consumption of 10-29.9 g/day in ADH1B 48His allele-carriers increases
lung cancer risk (ORgjustea =3.32; 95% C1 1.03-10.70).
Conclusions: Alcohol and polymorphisms in genes involved in the metabolism of alcohol and folate are
related to the onset of lung cancer.

© 2017 The Authors. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. This is an open access article under the CC

BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccion

Aproximadamente un total de 770.000 casos de cancer a nivel
mundial, que representan el 5,5% de todos los canceres, derivan
del consumo crénico de alcohol, y 480.000 muertes, que supo-
nen el 5,8% del total de muertes por cancer a nivel mundial, son
atribuibles al consumo de alcohol'. Actualmente, la International
Agency for Research on Cancer (IARC, «Agencia Internacional para
la Investigacion del Cancer») ha clasificado los canceres de cavidad
oral, faringe, laringe, eséfago, higado, colorrectal y el de mama en
mujeres como los canceres de mayor riesgo (Grupo 1) asociados al
consumo de alcohol?. Sin embargo, la relacién entre consumo de
alcohol y cdncer de pulmén continda siendo controvertida porque
la evidencia epidemiolégica actual no ha constatado una asociacién
clara de riesgo o proteccién a desarrollar este tipo de neoplasia®*.

Uno de los principales mecanismos que pueden contribuir a la
carcinogénesis mediada por el alcohol incluye el efecto téxico del
acetaldehido, primer metabolito de la oxidacién del etanol, dado
que el acetaldehido presente en las bebidas alcohélicas esta clasifi-
cado como «carcinégeno en humanos»’. Experimentos en animales
y cultivos celulares muestran claramente que el acetaldehido es
carcinogénico porque tiene un efecto mutagénico y puede afectar
al ciclo celular, la apoptosis y la reparacién del ADNS,

El hecho de que el alcohol pueda actuar como un agente car-
cinégeno también puede ser debido, en parte, a la existencia de
variaciones o alteraciones genéticas, entre las que destacamos los
polimorfismos de un Gnico nucleétido (SNPs) en los genes que
participan en el metabolismo del etanol y del acetaldehido, como
son ADH, ALDH y CYP2E1. Polimorfismos funcionales presentes en
estos genes actian alterando la velocidad de sintesis del metabolito
téxico acetaldehido o disminuyendo su posterior oxidacién a ace-
tato, dando lugar a diferencias en la exposicién a acetaldehido entre
los bebedores’ . Estd demostrado que individuos que acumulan ace-
taldehido debido a estos polimorfismos tienen un mayor riesgo de
cancers. Es mas, el consumo de alcohol podria interaccionar con
otros genes, como el MTHFR, que codifica una enzima implicada en
el metabolismo del folato, compuesto que participa en la metila-
cién, la sintesis y la reparacién del ADN. El alcohol es un antagonista
del folato, afectando a la biodisponibilidad de este Gltimo, lo que
podria dar lugar a la alteracién de la expresion genética y de la
integridad genémica.

Las alcohol deshidrogenasas (ADH) son enzimas que oxidan el
etanol en acetaldehido. Cuando el consumo de alcohol es elevado,
la citocromo P4502E1 (CYP2E1) es inducida y oxida el etanol a
acetaldehido, al tiempo que produce reactive oxygen species (ROS,
«especies reactivas de oxigeno»). Posteriormente, el acetaldehido
es oxidado a acetato por la aldehido deshidrogenasa (ALDH). Por
otro lado, un consumo elevado de alcohol parece interferir con la
utilizacién del folato, ya que provoca la escisién de este compuesto.
La enzima MTHFR desempefia un papel central en el metabolismo
del folato, regulando el flujo de este entre 2 importantes vias: la
produccién de timidilato y purinas parala sintesis de ADN y el sumi-
nistro de grupos metilo para la sintesis de metionina y la metilacién
del ADN.

En este trabajo se analizan los polimorfismos Arg48His y
Arg370Cys en el gen ADH1B y el polimorfismo Ile349Val en el gen

ADH1C. Los alelos variantes 48His y 370Cys codifican una subu-
nidad superactiva, con una V,,;, 40 veces superior y 90 veces
superior, respectivamente’. En el caso del polimorfismo Ile349Val,
el alelo variante 349Val da lugar a una reduccién de 2,5 veces en
la oxidacién del alcohol a acetaldehido?®; en el gen CYP2E1 estu-
diamos los polimorfismos Taql, Rsal y Dral. Los alelos variantes de
los polimorfismos Rsal y Dral se asocian con una mayor actividad
transcripcional, niveles elevados de proteina y una mayor activi-
dad enzimatica. La posible implicacién funcional del polimorfismo
Tagl adn no esta establecida®. En el caso del gen ALDH2, seleccio-
namos el polimorfismo Glu504Lys. El alelo variante Lys da lugar
a una subunidad inactiva de la enzima; y por dltimo, para el gen
MTHEFR, el polimorfismo C677T. En este caso, el alelo variante T
es cominmente llamado «termolabil», porque la actividad de la
enzima codificada se reduce a 37°C o0 mas>.

Material y métodos

El estudio Cancer de Pulmén en Asturias (CAPUA) es un ana-
lisis caso-control de base hospitalaria. Los detalles del método
de seleccién de los participantes para este estudio ya han sido
descritos®~13. Brevemente, se seleccionaron un total de 969 casos
incidentes en los hospitales de Gijén (Hospital de Cabueiies),
Avilés (Hospital de San Agustin), Mieres (Hospital Alvarez Buylla)
y Oviedo (Hospital Universitario Central de Asturias), siguiendo
un protocolo idéntico desde octubre de 2000 a diciembre de
2010. Los sujetos elegibles fueron casos incidentes de cancer de
pulmén, con una edad comprendida entre los 30 y los 85 afios
y residentes, durante al menos 6 meses antes del diagnéstico,
en las areas de influencia de los hospitales participantes. Todos
los casos fueron confirmados histolégicamente, a excepciéon de
aquellos en estadio 1v avanzado, para los cuales la cirugia no era
apropiada, y, por lo tanto, no tienen confirmacién histoldgica.
El diagnéstico de estos casos fue confirmado por el oncdlogo
y fueron definidos como diagnéstico clinico. Un total de 870
controles fueron seleccionados entre pacientes que ingresaron en
los mismos hospitales de los casos para cirugia, con enfermedades
no relacionadas con ningin factor de riesgo conocido de cancer
de pulmén, y emparejados por frecuencia por hospital, sexo y
edad (&5 afios). Las principales enfermedades especificas de los
controles seleccionados fueron las siguientes: hernias abdominales
e inguinales (International Classification of Diseases, tenth revision
[ICD-10, «Clasificacién Internacional de Enfermedades, décima
revision»]: K40-K46); lesiones (ICD-10: S00-S99); apendicitis
(ICD-10: K35); y obstrucciones intestinales (ICD-10: K56, K57,
K60). El estudio fue aprobado por el comité ético regional del
Principado de Asturias, y cada participante firmé un consenti-
miento informado. Desde 2010, el estudio CAPUA ha sido incluido
en el International Lung Cancer Consortium (http://ilcco.iarc.fr)
y en el grupo SYNERGY (http://SYNERGY.iarc.fr) de la
IARC'#15,

Un 93,31% de los individuos elegibles aceptaron participar en
el estudio y fueron entrevistados (876 casos y 840 controles). De
estos individuos se recogieron muestras biolégicas de un total de
1.695(98,78%), de los cuales 871 son casos (51,39%)y 825, controles
(48,61%).
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Recoleccion de datos

Para la obtencién de los datos referentes a los factores de riesgo
conocidos o potenciales para el cancer de pulmoén, un entrevis-
tador entrenado realiz6é una entrevista personal al caso o control
durante la primera estancia hospitalaria del sujeto. Para ello se
utilizé un cuestionario estructurado e informatizado, en el que se
recogen datos sobre variables sociodemograficas basicas, antece-
dentes familiares y personales de cancer, posibles factores de riesgo
(endégenos, medioambientales, estilos de vida y ocupacionales) y
datos clinicos (histologia, grado y diferenciacién del tumor).

La seccion de dieta del cuestionario valoraba la frecuencia de
consumoy el tamafio habitual de la porcién oracién de 127 items de
alimentos (incluidas las bebidas alcohdlicas), y se usé para estimar
el consumo diario de alcohol y de calorias. Las raciones estandar
de vino tinto (125 ml), vino blanco (125 ml), cerveza (200 ml), jerez
(50 ml), sidra (125 ml), licores dulces (30 ml), y cofiac, ginebra, ron,
whisky y vodka (40 ml) fueron calculadas a partir de las tablas de
composicién de los alimentos y contienen 13,25; 13,25; 6,15; 3,06;
7,80; 7,40; y 14,25 g de etanol, respectivamente. Se recogi6 el con-
sumo medio de alcohol durante los 5 afios anteriores a la entrevista
y los sujetos participantes se agruparon en 4 categorias basadas en
los terciles del consumo de alcohol (ajustado por energia) entre los
controles: no bebedores, <0,1 (categoria de referencia en el anali-
sis); 0,1-9,9; 10-29,9; y > 30 g/dia.

Para evaluar la ingesta diaria habitual de alimentos y nutrien-
tes se utiliz6 un food frequency questionnaire (FFQ, «cuestionario de
frecuencia de alimento») semicuantitativo de 101 items. El FFQ fue
una versién modificada de un FFQ previo basado en el cuestiona-
rio de Harvard'®, y que se desarrollé y validé usando 4 registros de
una semana de la dieta en poblacién adulta en Valencia. Los coe-
ficientes de correlacion de validez y reproducibilidad (ajustados
por consumo de energia) oscilaron entre 0,38 para la reproduci-
bilidad de los carotenoides y 0,44 para la validez de la vitamina
C'7.18_ A los sujetos participantes en este estudio se les pregunté
por la frecuencia media habitual con que habian consumido cada
alimento durante los 5 aflos anteriores. Los valores de los nutrientes
se obtuvieron, principalmente, de las tablas de composicién de los
alimentos de las publicaciones del Departamento de Agricultura de
los EE. UU.'?, asi como de otras fuentes publicadas para la comida
espafiola y los tamafios de las porciones (tablas del CESNID)20. Para
obtener la ingesta diaria de nutrientes para cada individuo, se mul-
tiplicé la frecuencia de ingesta de cada alimento por la composicién
de nutrientes de la racién o porcién especificada en el FFQ y se
sumaron las de todos los alimentos para obtener la ingesta total de
cada nutriente.

Los sujetos participantes fueron definidos como fumadores si
habian fumado alguna vez de forma habitual, es decir, al menos
un cigarrillo por dia durante 6 meses o mas; el resto fueron defini-
dos como no fumadores. Los fumadores se clasificaron a su vez en
fumadores actuales, si durante el afio previo a la entrevista o mas,
habian estado fumado al menos un cigarrillo al dia durante 6 meses
0 mas; los individuos que habian fumado regularmente, pero que
habian dejado de fumar al menos un afio antes de la entrevista fue-
ron definidos como exfumadores; aquellos individuos que habian
dejado de fumar menos de un afio antes de la entrevista fueron
incluidos, por tanto, en fumadores actuales. A los fumadores se les
pregunt6 el tiempo, en afios, que habian estado fumando al menos
un cigarrillo al dia y cuantos cigarrillos solian fumar diariamente.
La intensidad del habito tabaquico se definié posteriormente en
paquetes/afio (PY), calculados multiplicando el nimero de paque-
tes de cigarrillos fumados al dia por el nimero de afios que el sujeto
ha estado fumando esa cantidad de tabaco. Los sujetos se clasifica-
ron como fumadores leves (<36 PY) o grandes fumadores (> 36 PY),
basandose en la media del consumo de la distribucién de los PY del
grupo control.

Genotipado de polimorfismos de un tinico nucleétido (SNPs)

El ADN gen6mico utilizado para el genotipado se extrajo a partir
de muestras de sangre periférica o a partir de células procedentes
de enjuague bucal, mediante técnicas ya descritas?'.

El genotipado de los SNP estudiados se ha realizado mediante la
tecnologia Sequenom MassArray (iPLEX GOLD), llevada a cabo en
el Centro Nacional de Genotipado, Nodo Santiago??.

Andlisis estadistico

Todas las ingestas de nutrientes y grupos de alimentos fueron
transformados logaritmicamente (base natural) para mejorar su
normalidad. Posteriormente se estimaron las ingestas de nutrientes
ajustadas por ingesta calérica total. Para ello se utilizé el método de
los residuos, denominado también de Willett, donde cada nutriente
se ajusta en un modelo de regresion lineal con las calorias totales y
los residuos se afladen a la ingesta media del nutriente en la pobla-
ci6n de estudio’®. Se calcularon también cuartiles de ingesta para
alimentos y nutrientes ajustados por calorias totales. De acuerdo
con esto, las categorias para frutas y verduras se basan en los cuar-
tiles del grupo control.

Se comprob6 que la poblacién estuviera en equilibrio Hardy-
Weinberg. Para la comparacién de variables continuas entre
distintos grupos de individuos se utilizé el test no paramétrico
de Mann-Whitney. Para las variables categoéricas se emple¢ el test
Chi-cuadrado.

En el andlisis multivariante se empled el método de regresion
logistica no condicionada. Se utilizaron los test LR y Wald para
estudiar las variables que entraban o salian del modelo, valorando
confusién y estudiando si existia interaccién entre distintos facto-
res. Por dltimo, se estudié -a través de test de bondad de ajuste
(test de Hosmer-Lemeshow)- coémo de efectivo es el modelo.

Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el
programa estadistico Stata 12.1.

Resultados

Las caracteristicas de los individuos participantes en el estudio
se recogen en la tabla 1. Existen diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre casos y controles en cuanto a la media de edad (66,11
frente a 64,46 afios), el consumo de tabaco (61,83 frente a 36,00 PY),
el consumo medio de verduras (123,33 frente a 156,34 g/dia),
el consumo medio de frutas (242,36 frente a 268,96 g/dia) y el
consumo medio de calorias (2.403,37 frente a 2.275,73 Kcal/dia).
Histolégicamente, el carcinoma epidermoide (40,39%) es el princi-
pal tipo de cancer de pulmén.

En la tabla 2 se analiza el riesgo de cancer de pulmén en funcién
del consumo de alcohol. Se observa una tendencia no estadistica-
mente significativa hacia un efecto protector frente al desarrollo
de cancer de pulmén con un consumo de alcohol de 0,1-9,9 g/dia
(ORyjustada =0,71; 1C 95% 0,48-1,05).

Al analizar el consumo de alcohol y segiin el consumo de
tabaco, se observa una clara modificacién de efecto, observando
el mayor aumento de riesgo de cancer de pulmén en individuos en
las categorias de mayor consumo de alcohol (>30g/dia) y tabaco
(>36PY), siendo este incremento del riesgo de mas de 26 veces
(ORyjustada = 26,68; 1C 95% 12,69-56,10) (tabla 3). Por otro lado, al
examinar la modificacién del efecto del alcohol en el riesgo de
cancer de pulmoén segin el consumo de verduras y frutas, encon-
tramos que tanto un consumo elevado de verduras (> 116,65 g/dia)
como de frutas (>233,13 g/dia) reducen a la mitad el riesgo de
cancer de pulmén para un consumo de alcohol de 0,1-9,9 g/dia
(ORyjustada =0,51; IC 95% 0,30-0,89; ORyjystada =0,58; IC 95% 0,33-
1,03, respectivamente) (tabla 4).
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Tabla 1

Distribucién de los casos de cancer de pulmén y los controles del estudio
Variable Casos (n=876; 51,05%) Controles (n=3840; 48,95%) p?
Sexo, n (%)

Hombre 777 (88,70) 723 (86,07)

Mujer 99 (11,30) 117 (13,93) 0,101
Edad (aiios), media (DE) 66,11 (10,6) 64,46 (11,08) 0,002
Paquetes/aiio, media (DE) 61,83 (36,09) 36,00 (30,37) <0,001

Nunca 56 (6,39) 245 (29,17)

<36 171(19,52) 353 (42,02)

>36 649 (74,09) 242 (28,81) <0,001
Habito tabaquico, n (%)

No fumador 56 (6,39) 245 (29,17)

Fumador 820(93,61) 595 (70,83) <0,001

Exfumador 368 (42,11) 358 (42,93)
Fumador actual® 450 (51,49) 231(27,70) <0,001
Consumo de alcohol (g/dia)

Media (DE) 27,61 (44,65) 23,96 (40,68) 0,134

No bebedor (<0,1) 129 (21,98) 136 (21,12)

0,1-9,9 136(23,17) 204 (31,68)

10-29,9 146 (24,87) 143 (22,20)

>30 176 (29,98) 161 (25,00) 0,008
Calorias

Media (DE) 2.403,37 (844,32) 2.275,73 (698,03) 0,004
Ingesta de verduras (g/dia), n (%)

Media (DE) 123,33 (102,90) 156,34 (138,81) <0,001

<67,15 200 (34,07) 161 (25,00)

67,15-116,65 163 (27,77) 161 (25,00)

116,65-200,23 122 (20,78) 161 (25,00)

>200,23 102 (17,38) 161 (25,00) <0,001
Ingesta de frutas (g/dia), n (%)

Media (DE) 242,36 (212,44) 268,96 (202,18) 0,025

<115,76 206 (35,09) 161 (25,00)

115,76-233,13 145 (24,70) 161 (25,00)

233,13-375,46 97 (16,52) 161 (25,00)

>37546 139 (23,64) 161 (25,00) <0,001
Tipo histolégico, n (%)

Epidermoide 353 (40,39)

Adenocarcinoma 266 (30,43)

Microcitico 150 (17,16)

Indiferenciado 53 (6,06)

Células grandes 25(2,86)

Otros 13 (1,49)

Diagnostico clinico 14 (1,60)

3 Chi-cuadrado (variables categéricas), U de Mann-Whitney (variables continuas).
b Incluye exfumadores desde hace menos de un afio.
En negrita resultados estadisticamente significativos.
Tabla 2
Consumo de alcohol y riesgo de cancer de pulmén
Alcohol (g/dia) Casos/controles OR bruta (IC 95) OR ajustada? (IC 95%)

No bebedores (<0,1) 129/136
0,1-9,9 136/204
10-29,9 146/143
>30 176/161

1,00
0,70 (0,51-0,97)
1,08 (0,77-1,50)
1,15 (0,83-1,59)

1,00
0,71 (0,48-1,05)
1,01 (0,68-1,51)
1,23(0,83-1,82)

3 Ajustada por edad, sexo, paquetes/afio, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.) y calorias.
En negrita resultados estadisticamente significativos.

Se determiné la frecuencia de los polimorfismos Arg48His y
Arg370Cys en el gen ADH1B, lle349Val en el gen ADH1C, Glu504Lys
en el gen ALDH2, Tagql, Rsal y Dral en el gen CYP2E1 y C677T en el
gen MTHFR en los pacientes con cancer de pulmény en los controles
para evaluar su posible asociacién con el riesgo de cancer de pul-
mon. La distribucion de los genotipos de todos los SNP estudiados
fueron consistentes con el equilibrio Hardy-Weinberg, excepto en
el caso del polimorfismo Glu504Lys en el gen ALDH2. No se encontré
ninguna asociacion entre los polimorfismos analizados y el riesgo
de cancer de pulmén. En el caso del polimorfismo Glu504Lys en el

gen ALDH2, todos los individuos son homocigotos salvajes Glu/Glu
y, por ello, no se han podido hacer mas andlisis para este polimor-
fismo (tabla 5).

A continuacién se analiz6 la posible modificacién que pueden
ejercer los polimorfismos estudiados en la asociacion del consumo
de alcohol y el riesgo de cancer de pulmén (tabla 6). En el caso del
polimorfismo Arg48His en el gen ADH1B, se observa que un con-
sumo de alcohol entre 10-29,9 g/dia, en individuos portadores del
alelo variante His, aumenta el riesgo de cancer de pulmén en mas de
3 veces (OR,justada =3,65; 1C 95% 1,14-11,73). Para el polimorfismo
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Tabla 3
Consumo de alcohol y riesgo de cancer de pulmén estratificado por tabaco

Alcohol (g/dia)

Casos/controles
OR ajustada?® (IC 95%)

No fumador

<36 paquetes/afio > 36 paquetes/afio

No bebedores (<0,1) 20/63
1,00

0,1-9,9 11/62
0,75
(0,32-1,78)
10-29,9 7/34
0,99
(0,36-2,70)
>30 2/32
0,48
(0,10-2,30)

22/41 87/32
3,33 (1,50-7,40) 23,17
(10,75-49,94)

36/94 89/48

2,47 (1,19-5,14) 13,94 (6,53-29,76)
27/64 112/45

3,28 (1,48-7,24) 19,52 (9,21-41,37)
31/81 143/48

3,60 (1,64-7,88) 26,68

(12,69-56,10)

a Ajustada por edad, sexo, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.) y calorias.
En negrita resultados estadisticamente significativos.

1,10 (0,66-1,83)

0,89 (0,51-1,57)

1,09 (0,64-1,85)

Tabla 4
Consumo de alcohol y riesgo de cancer de pulmén estratificado por consumo de verduras y frutas
Alcohol (g/dia) Casos/controles
OR ajustada (IC 95%)
Consumo de verduras® Consumo de frutas®
<116,65 g/dia > 116,65 g/dia <233,13 g/dia >233,13 g/dia
No bebedor (<0,1) 73/57 56/79 65/48 64/88
1,00 0,63 (0,36-1,09) 1,00 0,76 (0,44-1,34)
0,1-9,9 72/92 64/112 76/100 60/104
0,59 (0,34-1,02) 0,51 (0,30-0,89) 0,65(0,37-1,15) 0,58 (0,33-1,03)
10-29,9 101/81 45/62 93/73 53/70
0,97 (0,57-1,64) 0,64 (0,36-1,16) 1,07 (0,61-1,87) 0,70 (0,39-1,26)
>30 117/92 59/69 117/101 59/60

1,09 (0,60-1,99)

3 Ajustada por edad, sexo, paquetes/afio, frutas (4 cat.) y calorias.
b Ajustada por edad, sexo, paquetes/afio, verduras (4 cat.) y calorias.
En negrita resultados estadisticamente significativos.

Rsal en el gen CYP2E1, se observa que un consumo de alcohol entre
0,1y 9,9 g/dia disminuye el riesgo de cancer de pulmén en indivi-
duos con genotipo homocigoto salvaje c1/c1 (ORyjystada =0,48; IC
95% 0,28-0,81). Por dltimo, en el polimorfismo C677T en el gen
MTHER se observa que, con un consumo de alcohol de 0,1-9,9 g/dia,
en individuos con genotipo heterocigoto C/T, el riesgo de cancer de
pulmoén disminuye (ORgjystada =0,51; IC 95% 0,27-0,95); el mismo
efecto se observa en individuos con genotipo homocigoto variante
T/T con un consumo de alcohol de 10-29,9 g/dia (ORjystada =0.28;
IC 95% 0,08-0,93). Para el resto de los polimorfismos estu-
diados no se encontr6 ninguna asociacién estadisticamente
significativa.

Discusion

Los resultados obtenidos indican un efecto protector a desa-
rrollar cancer de pulmoén en individuos con un consumo de alcohol
de 0,1-9,9 g/dia. Esta misma asociacién ha sido observada en otros
estudios realizados en poblaciones europeas?>24. Los efectos anti-
inflamatorios del consumo moderado de alcohol podrian contribuir
a este efecto, dado que se ha demostrado que la ingesta moderada
de alcohol esta relacionada con concentraciones plasmaticas mas
bajas de distintos marcadores sistémicos de inflamacién en com-
paracién con un consumo elevado o no consumo, asi como con un
dafio oxidativo reducido?®, y se ha comprobado el papel de los com-
ponentes antioxidantes de las bebidas alcohélicas en la promocién
y progresién tumoral?S. Ademas, pequefias cantidades de alcohol
podrian ser necesarias para la induccién de las enzimas de pro-
teccién, tales como las reparadoras de ADN o las detoxificantes de

carcinégenos. Por tanto, es posible que los efectos beneficiosos del
consumo bajo o moderado de alcohol contrarresten la funcién de
promocién del cancer del etanol y sus metabolitos.

El tabaco modifica claramente el efecto del alcohol, de forma
que los individuos que son grandes fumadores y grandes bebedo-
res tienen un aumento del riesgo de cancer de pulmén de mas de
26 veces. Este efecto podria ser debido a que el alcohol actiia como
solvente para los carcinégenos presentes en el tabaco, facilitando
su penetracién®. Ademas, el alcohol podria aumentar los efectos
carcinogénicos del humo del tabaco en los tejidos a través de la
induccién de la actividad de las enzimas citocromo P450, las cuales,
a su vez, pueden activar procarcinégenos presentes en las bebidas
alcohdlicas. La presencia de inductores y de substratos precarciné-
genos de la CYP2E1 en el humo del tabaco podria explicar el hecho
de que el abuso del alcohol y el tabaquismo interactan sinérgi-
camente como factores etioldgicos para el cancer. El aumento del
riesgo que observamos en no bebedores refleja el efecto del tabaco
en el desarrollo de cancer de pulmoén.

Por otra parte, el consumo de frutas y verduras esta relacionado
con un menor riesgo de cancer de pulmoén, préstata, vejiga, eso-
fago y estémago. Esto se debe a que son una fuente de sustancias
fitoquimicas que tienen muchas propiedades beneficiosas, como
su accién antiinflamatoria y antioxidante, la reduccién de la toxi-
cidad de las sustancias quimicas daifiinas, el control de los niveles
hormonales y el crecimiento celular?’. En este trabajo observamos
que un consumo elevado tanto de frutas como de verduras ejerce
un efecto protector frente al desarrollo de cancer de pulmén, evi-
denciando que un consumo elevado de frutas y verduras podria
neutralizar parte del efecto dafiino producido por la ingesta de
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Tabla 5
Genotipos de ADH/ALDH/CYP2E1/MTHFR y riesgo de cancer de pulmén

Genotipo Casos, n (%) Controles, n (%) OR bruta (IC 95%) OR ajustada® (IC 95%)
ADH1B Arg48His

Arg/Arg 706 (83,3) 650 (82,1) 1,00 1,00

Arg/His 136 (16,0) 136(17,2) 0,92 (0,71-1,19) 0,70 (0,48-1,03)

His/His 6(0,7) 6(0,8) 0,92 (0,30-2,87) 0,70 (0,17-2,95)

His carriers® 142 (16,8) 142 (17,9) 0,92 (0,71-1,19) 0,70 (0,49-1,02)
ADH1B Arg370Cys

Arg/Arg 827(99,2) 773 (98,9) 1,00 1,00

Arg/Cys 7(0,8) 9(1,1) 0,73 (0,27-1,96) 0,57 (0,16-2,13)

Cys/Cys 0(0,0) 0(0,0) - -

Cys carriers® 7(0,8) 9(1,1) 0,73(0,27-1,96) 0,57 (0,16-2,13)
ADHIC Ile349Val

Ile/lle 372 (44,4) 331 (43,5) 1,00 1,00

Ile/Val 368 (44,0) 340 (44,7) 0,96 (0,78-1,19) 1,11 (0,83-1,47)

Val/Val 97 (11,6) 90(11,8) 0,96 (0,69-1,32) 1,13(0,72-1,77)
ALDH2 Glu504Lys

Glu/Glu 847 (100,0) 793 (100,0) 1,00 1,00

Glu/Lys 0(0,0) 0(0,0) - -

Lys/Lys 0(0,0) 0(0,0) - -
CYP2E1 Tagql

C/C 468 (79,2) 393 (78,1) 1,00 1,00

c/G 117 (19,8) 99(19,7) 0,99 (0,74-1,34) 1,17 (0,80-1,71)

G/G 6(1,0) 11(2,2) 0,46 (0,17-1,25) 0,41 (0,12-1,37)

G carriers® 123 (20,8) 110(21,9) 0,94 (0,70-1,26) 1,08 (0,74-1,56)
CYP2E1 Rsal

cl/cl 535(92,2) 499 (91,9) 1,00 1,00

cl/c2 42(7,2) 42(7,7) 0,93 (0,60-1,46) 0,79 (0,44-1,40)

c2/c2 3(0,5) 2(04) 1,40 (0,23-8,42) 6,42 (0,50-82,90)

c2 carriers® 45(7,8) 44 (8,1) 0,95 (0,62-1,47) 0,87 (0,49-1,52)
CYP2E1 Dral

D/D 691 (81,9) 645 (81,8) 1,00 1,00

D/C 141 (16,7) 135(17,1) 0,97 (0,75-1,26) 0,97 (0,68-1,38)

C/C 12(1,4) 9(1,1) 1,24 (0,52-2,97) 1,83 (0,58-5,74)

C carriers® 153(18,1) 144 (18,2) 0,99 (0,77-1,28) 1,02 (0,72-1,43)
MTHFR C677T

C/C 339 (404) 336 (42,8) 1,00 1,00

C/T 382 (45,5) 349 (44,4) 1,08 (0,88-1,34) 1,25 (0,94-1,66)

T/T 118 (14,1) 101 (12,9) 1,16 (0,85-1,57) 1,44 (0,96-2,18)

2 Ajustada por edad, sexo, paquetes/afio, alcohol (g/dia), vegetales (4 cat.), frutas (4 cat.) y calorias.
b Portadores del alelo variante (en esta fila se suman las 2 anteriores: heterocigotos + homocigotos variantes).

alcohol, poniendo de manifiesto el efecto beneficioso de consumir
muchas frutas y verduras en el riesgo de cancer de pulmén.

La eficiencia en la conversién de etanol a acetaldehido y la pos-
terior oxidacién a acetato estd determinada principalmente por la
actividad de la ADH y ALDH. Ademas, el consumo crénico de alcohol
conduce a la induccién de la CYP2E1 microsomal. El acetaldehido
y las ROS producidas por la actividad CYP2E1 producen lesiones en
el ADN, que si no son reparadas iniciarian el proceso de la carcino-
génesis. Por todo ello, la etiologia del cancer entre los bebedores se
ve afectada por diferencias en el metabolismo del etanol derivadas
de la existencia de polimorfismos genéticos en estas enzimas.

No encontramos ninguna asociacién entre los polimorfismos
estudiados y el riesgo de cancer de pulmén en la poblacién gene-
ral. Sin embargo, cuando analizamos conjuntamente la asociacién
de estos polimorfismos junto con el consumo de alcohol y su posi-
ble efecto en el desarrollo de cancer de pulmén, observamos que el
alelo variante His, asociado con una mayor velocidad de oxidacién
del alcohol, del polimorfismo Arg48His ADH1B, aumenta el riesgo
de cancer de pulmén en mas de 3 veces cuando el consumo de alco-
hol es elevado. Esto podria deberse a que al metabolizar el etanol
a acetaldehido mas rapidamente, estos individuos acumulan una
mayor cantidad de acetaldehido en el organismo, por lo que esta-
rian mas tiempo expuestos a sus efectos cancerigenos>. En el caso
del polimorfismo Rsal en el gen CYP2E1, el efecto protector del alelo
c1 observado en individuos con un consumo de alcohol entre 0,1y

9,9 g/dia podria deberse al hecho de que este alelo esta asociado a
una menor actividad transcripcional, menores niveles de proteinay
una menor actividad enzimatica con respecto al alelo variante c228,
por lo que habria una menor activacién metabélica de procarciné-
genos, una menor produccién de ROS, asi como de acetaldehido, lo
que daria lugar a una menor exposiciéon a compuestos cancerige-
nos y una menor acumulacién de dafios en el ADN. Por otra parte,
para el polimorfismo C677T en el gen MTHFR, no encontramos una
explicacién plausible para el menor riesgo observado en individuos
con un consumo de alcohol de 10-29,9 g/dia y con genotipo hete-
rocigoto C/T, asi como en individuos con un consumo de alcohol
de 10-29,9 g/dia y con genotipo homocigoto variante T/T, ya que
la menor actividad de la enzima MTHFR atribuida al alelo variante
T ha sido asociada con una reduccién de los niveles de folato en
plasma?° y, debido al papel fundamental que desempefia el folato
en el suministro de grupos metilo para la sintesis de novo de deso-
xinucledsidos y para las reacciones de metilacién intracelulares3?,
unamenor actividad de la enzima MTHFR conduciria a un desequili-
brio en el flujo del metabolismo del folato que podria llevar a dafios
enel ADN, aunareparacion alterada del ADN y a una hipometilacién
del ADN. Mas atin, en este caso se sumaria el efecto antagonista que
ejerce el alcohol sobre el folato, por lo que el resultado observado
no concuerda con lo esperado desde el punto de vista biol6gico.
Este estudio tiene varios puntos fuertes, incluyendo la alta par-
ticipacién de los sujetos elegibles (93,31%), un tamafio de muestra
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Tabla 6

Consumo de alcohol y riesgo de cancer de pulmén estratificado por genotipos de ADH/ALDH/CYP2E1/MTHFR

Genotipo Casos/controles
OR ajustada?® (IC 95%)
No bebedores 0,1-9,9 g/dia 10-29,9 g/dia >30g/dia
(<0,1g/dia)
ADH1B Arg48His
Arg/Arg 102/96 106/148 114/122 156/135
1,00 0,69 (0,44-1,09) 0,78 (0,50-1,24) 1,09 (0,701,71)
His carriers® 22/26 26/47 28/13 17/20
1,00 0,80 (0,30-2,15) 3,65 (1,14-11,73) 1,33 (0,45-3,89)
ADH1B Arg370Cys
Arg/Arg 123/119 127/188 138/133 171/152
1,00 0,68 (0,45-1,02) 0,93 (0,61-1,41) 1,16 (0,77-1,74)
Cys carriers® 0/1 2/3 2/3 0/2
1,00 - - -
ADHI1C Ile349Val
Tle/lle 55/59 59/77 68/67 74/55
1,00 0,96 (0,52-1,76) 1,08 (0,59-1,97) 1,27 (0,69-2,36)
lle/Val 52/46 57/92 57/49 79/73
1,00 0,59 (0,31-1,15) 1,03 (0,52-2,05) 1,34 (0,71-2,55)
Val/Val 15/11 13/16 16/17 16/19
1,00 0,45 (0,11-1,85) 0,47 (0,13-1,62) 0,65 (0,18-2,32)
CYP2E1 Taql
c/C 66/60 81/96 81/81 95/84
1,00 0,81 (0,46-1,42) 0,92 (0,52-1,60) 1,14 (0,65-2,00)
G carriers” 21/16 23/38 21/18 28/23
1,00 0,48 (0,17-1,38) 0,82 (0,26-2,59) 0,97 (0,32-2,97)
CYP2E1 Rsal
cl/cl 90/69 86/116 89/91 125/117
1,00 0,48 (0,28-0,81) 0,66 (0,39-1,13) 0,89 (0,54-1,48)
2 carriers® 5/8 13/15 9/9 8/6
1,00 2,85(0,37-22,13) 2,14(0,29-16,07) 1,81 (0,22-15,26)
CYP2E1 Dral
D/D 102/97 110/158 110/112 142/128
1,00 0,68 (0,43-1,08) 0,85 (0,53-1,35) 1,08 (0,68-1,68)
C carriers” 20/25 21/37 32/22 31/27
1,00 0,78 (0,28-2,16) 1,86 (0,69-4,97) 1,58 (0,61-4,06)
MTHEFR C677T
c/C 45/61 51/76 54/52 82/73
1,00 0,78 (0,40-1,53) 1,17 (0,59-2,31) 1,39 (0,75-2,58)
qT 57/48 55/93 69/57 66/68
1,00 0,51 (0,27-0,95) 0,94 (0,51-1,74) 0,85 (0,46-1,59)
T/T 22/11 25/24 18/27 23/12
1,00 0,64 (0,20-2,07) 0,28 (0,08-0,93) 1,63 (0,45-5,86)

2 Ajustada por edad, sexo, paquetes/afio, vegetales (4 cat.), frutas (4 cat.) y calorias.
b Portadores del alelo variante (heterocigotos + homocigotos variantes).
En negrita resultados estadisticamente significativos.

razonablemente grande de una poblacién homogénea con ascen-
dencia similar (876 casos y 840 controles), y el hecho de que todos
los controles estaban en equilibrio Hardy-Weinberg, excepto para
el polimorfismo Glu504Lys en el gen ALDH2. Ademas, la mayoria
de los casos (98%) fueron confirmados histopatolégicamente, con
la excepcion de 15 casos clasificados como cancer de pulmén en
estadio avanzado, sin la necesidad de confirmacién patolégica. Las
principales limitaciones de este estudio son el uso de sujetos hos-
pitalarios, el sesgo de memoria debido a que la informacién sobre
la exposicién al tabaco se obtuvo retrospectivamente, y, especial-
mente, asociaciones que pueden ser falsos positivos. Debido a las
miltiples comparaciones hechas, no podemos excluir la posibilidad
de que algunas de estas asociaciones puedan deberse al azar. Para
minimizar los sesgos de seleccion, los controles fueron selecciona-
dos cuidadosamente entre pacientes que ingresaron en el mismo
hospital de cada caso con diagndsticos no relacionados con las
exposiciones de interés. Otra posible limitacién es que no pode-
mos excluir la posibilidad de que alguien que ha bebido alcohol
previamente se declare a si mismo como no bebedor. En cualquier

caso, estariamos subestimando el efecto del alcohol y los resultados
no estarian invalidados.

Este trabajo representa el primer estudio en Espafia donde los
polimorfismos Arg48His y Arg370Cys en el gen ADH2, lle349Val en
el gen ADH3, Rsal, Dral y Taql en el gen CYP2E1, Glu504Lys en el gen
ALDH?2 y el polimorfismo C677T en el gen MTHFR, el tabaco, la dieta
y el consumo de alcohol se analizan conjuntamente en un esfuerzo
para determinar su posible contribucién al desarrollo de cancer de
pulmoén.

Los resultados muestran un efecto beneficioso de un consumo
bajo de alcohol, asi como de un consumo elevado de frutas y verdu-
ras en el riesgo de cancer de pulmon. Existe una clara modificacién
del efecto del alcohol por el tabaco, aumentando el riesgo de esta
neoplasia mas de 26 veces en individuos que son grandes fumado-
res y grandes bebedores.

Por otro lado, el alelo variante ADH1B 48His aumenta el riesgo
de cancer de pulmén cuando el consumo de alcohol es elevado. Sin
embargo, con un consumo bajo-moderado de alcohol, tanto el alelo
variante MTFHR 677T como el alelo salvaje CYP2E1 c1 disminuyen
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el riesgo. Todo ello indica que el consumo de alcohol esta implicado
en la susceptibilidad a desarrollar cancer de pulmén.
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